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(57) Abstract 

Non-repiicatable viral recombinant vectors which 
are recognizable by muscle cell receptors, and furthermore 
modified by an insertion nucleic acid coding for a poly- 
peptide sequence to be expressed in said muscle cells, are 
used to obtain a drug for treating muscle cell diseases or 
diseases which, by virtue of their location in the body, are 
accessible to the products of the expression of the above 
mentioned nucleotide sequence, as secreted by said muscle 
cells. A method for producing said vectors, vectors such as 
those described above, and their use in pharmaceutical 
compositions are also provided. 

(57)Abrege 

L'invention concerne l'utilisation de vecteurs recom- 
binants d'origine virale, non replicables, et susceptibles 
d'etre reconnus par les recepteurs de cellules musculaires, 
ces vecteurs etant en outre modifies par un acide nucleique 
d'insertion codant pour une sequence polypeptidique dont Texpression dans lesdites cellules musculaires est recherchee, pour 
1'obtention d'un medicament destine au traitement de pathologies affectant les cellules musculaires ou de pathologies dont la lo- 
calisation dans Torganisme les rendent accessibles aux produits de Texpression de la sequence nucleotidique sus-mentionnee se- 
cretes par lesdites cellules musculaires. L'invention concerne egalement un procede d'obtention de ces vecteurs, et des vecteurs 
tels que decrits ci-dessus et leur utilisation dans des compositions ph arm aceutiques. 
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VECTEURS RECOMBINANTS VIRAUX POUR ^EXPRESSION DANS DES CELLULES MUSCULAIRES 



L 1 invention concerne des vecteurs recombinants 
d'origirie virale comportant une sequence nucleotidigue 
codant pour un polypeptide determine, et leur 
utilisation pour 1 • expression de ce polypeptide dans 
des cellules muscul aires. L 1 invention vise egalement 
un procdde d'obtention de ces vecteurs, ainsi que 
leurs applications, notamment en tant que medicaments 
dans le domaine des pathologies musculaires. 

Le probleme, non resolu jusq^a maintenant, de la 
diffusion directe d'un gene vers un tissu specif ique, 
fait obstacle au deveioppement de la therapie genigue 
dans le domaine des maladies musculaires. 

Les diverses tentatives de modification du tissu 
musculaire realisees jusqu^a ce jour sont 
principalement celle de la fusion de cellules 
musculaires avec un muscle h&te (Salminen, A., et al. , 
Hum. Gene Ther. 2, 15-26 (1991) ; Partridge, T.A. , et 
al., Nature 337, 176-179 (1989)), et celle procedant 
par injection d ' ADN directement dans les muscles 
(Wolff, J. A. et al. Science 247, 1465-1468 (1991); 
Acsadi, G. , New Biol. 3, 71-81 (1991)). 

I*a methode procedant par fusion, chez des souris, 
de precurseurs de cellules musculaires provenant d*un 
donneur normal, avec des fibres musculaires d'un hote 
(Partridge, T.A. , et al. cite ci-dessus) a ete 
realisde avec succes et cette therapie cellulaire a 
fait l 1 ob jet d'essais preliminaires chez des enf ants. 
Toutefois, cette approche semble presenter trop 
d ' inconvenients pour frtre applicable au traitement de 
pathologies musculaires. En effet, les capacites de 
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migration de ces precurseurs de cellules etant 
reduites a guelques millimetres, 1 • implantation 
cellulaire de ces demiers necessiterait des millions 
d» injections pendant des heures d'anesthesie. De 
maniere inevitable, des problemes immunologigues , 
conduisant a des phenomenes de rejet, risgueraient 
d'apparaltre, comme dans le cas de nombreuses greffes. 
De plus le traitement de la dystrophic musculaire de 
Duchenne (DMD) necessite non seulement d'atteindre les 
muscles du sguelette, mais egalement les cellules 
myocardigues; on imagine aisement les difficultes 
susceptible© d'etre rencontrees pour implanter des 
pr6curseurs de cellules musculaires dans le myocarde. 
La therapie cellulaire semble par consequent peu 
appropriee pour le traitement de cellules malades 
presentant une telle dissemination dans 1 • organisme . 

La therapie genigue par indroduction directe in 
vivo d'acides nucleigues a l«int6rieur d'organes, est 
une methode attrayante en raison de sa simplicity, 
mais dont le developpement se heurte a un certain 
nombre d« obstacles. En particulier, 1' expression de 
genes dans les muscles reste localisee au point 
d' injection (Wolff, J. A. , et al. cite ci-dessus) et 
semble etre assez limitee dans le temps, 
particulierement dans le muscle cardiague (Acsadi, G. 
et al., cite ci-dessus) . 

Le but de la presente invention est precisement 
de permettre 1 • introduction d'un tres grand nombre 
d'acides nucleigues dans un nombre important (jusgu'a 
50 % et plus) de cellules musculaires d»un organisme 
humain ou animal, gue ces cellules musculaires soient 
celles des muscles du sguelette ou encore celles du 
myocarde. 

La presente invention a plus particulierement 
pour but de permettre 1 ' acheminement de ces acides 
nucleigues vers les cellules musculaires cibles par la 
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circulation sanguine, tout en protegeant ces acides 
nucleiques de 1* agression de divers const ituants 
sanguins. 

Un autre but de la presente invention est de 
mettre a la disposition du public des compositions 
pharmaceutiques permettant le traitement des maladies 
musculaires, et plus particuliferement des pathologies 
genet iques du systeme musculaire, ou encore de 
pathologies dont la localisation dans I'organisme les 
rendent accessibles aux produits de l v expression des 
acides nucleigues sus-mentionnes , ces produits etant 
secretes par lesdites cellules musculaires. 

La presente invention decoule de la decouverte 
faite par les inventeurs, du fait que l'on retrouve 
1 • activite jB~galactosidase dans de nombreux tissus 
apres injection a des sour is de vecteurs recombinants 
d 1 origine virale , plus particulierement d • adenovirus , 
dans le genome desguels a ete insere le gene codant 
pour la /9-galactosidase. Parmi ces tissus, on peut 
citer les poumons, le foie, l^ntestin, le coeur et 
les muscles du sguelette. L 1 expression du gene de la 
^-galactosidase est constante dans le temps, puisgue 
la proportion des cellules de couleur bleue 
(coloration obtenue a la suite de ^expression de ce 
gene) dans le tissu musculaire est a peu pres 
equivalente d*un mois a un autre. 

La figure 1 represente un exemple de construction 
d'un vecteur recombinant selon 1' invent ion et 
correspondant a !• adenovirus de type Ad5 dans le 
genome duquel est insere le gene de la 0-galactosidase 
sous le control e du promo teur RSV. 

La presente invention a pour objet 1 'utilisation 
de vecteurs recombinants d 1 origine virale , non 
repli cables, et susceptibles d'etre reconnus par les 
recepteurs de cellules musculaires, humaines ou 
animales, infectables par ces virus, ces vecteurs 



WO 93/06223 



PCT/FR92/00898 



etant en outre modifies par un acide nucleique 
d' insertion contenant une sequence nucleotidique 
codant pour une sequence pblypeptidique dont 
1« expression dans lesdites cellules musculaires est 
recherchee, cette sequence etant sous le controle d'un 
promoteur reconnu par les polymerases de ces cellules, 
pour l'obtention d'un medicament administrable par la 
voie generale, notamment intra-veineuse ou intra- 
arterielle, et destine au traitement de pathologies 
affectant les cellules musculaires ou de pathologies 
dont la localisation dans l'organisme les rendent 
accessibles- aux produits de 1« expression de la 
sequence nucleotidique sus-mentionnee et secretes par 
lesdites cellules musculaires. 

Les adenovirus, notamment les adenovirus humains 
de type 2 ou 5 representent des vecteurs 
particulierement pre feres dans le cadre de la presente 
invention, en raison notamment de la grande taille du 
fragment d'ADN etranger qu'il est possible d'inserer 
dans le genome de ces virus. 

Avantageusement, 1' acide nucleique d' insertion 
sus-mentionne est compris dans un genome def ectif 
d' adenovirus, ce genome etant depourvu de sequences 
essentielles necessaires a la replication de ces 
adenovirus, et plus particulierement des 
transactivateurs EA et EB; ce genome comprend 
neanmoins preferentiellement 1' ensemble de celles des 
sequences essentielles necessaires a 1 ' encapsidation 
de ces adenovirus. 

Le promoteur mis en oeuvre peut etre un promoteur 
endogene (par exemple un promoteur precoce ou tardif 
de 1» adenovirus utilise) ou exogene. 

On aura avantageusement recours a 1 'utilisation 
de promoteurs forts, par exemple ayant une force de 
1 • ordre de grandeur du promoteur contenu dans le LTR 
(Long Terminal Repeat) de RSV (Rous Sarcome Virus) . 
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A titre d 1 exemples d'autres promoteur s dont 
1 'utilisation peut etre envisag£e, on mentionnera : 

- le promoteur du gene IE de CMV (cytomegalovirus) 

- les promoteurs inductibles MMTV (House Mammary 
Tumor Virus) ou metallothionine. 

La force du promoteur utilisable peut etre 
appreciee dans des essais semblables a ceux qui sont 
deer its dans les exemples qui suivent, par exemple par 
substitution dans les vecteurs de ces exemples du 
promoteur £tudie au promoteur contenu dans le LTR de 
RSV et par 1' evaluation de 1 1 intensite d' expression du 
margueur obtenu, intensite qui peut alors etre 
comparee a cell e obtenue avec le promoteur de LTR de 
RSV. 

La quantite de vecteurs administree dans 
l'organisme est avantageusement choisie de maniere a 
deborder le systeme immunitaire de 1 1 organisme dans 
lequel ils sont injectes. 

Avantageusement la voie d 1 administration choisie 
dans le cadre de la presente invention est la voie 
intra-veineuse ou intra-arterielle, 

Parmi les pathologies affectant des cellules 
musculaires sus-mentionnees , on peut citer des 
pathologies genetiques telles que la dystrophie 
musculaire. 

A ce titre 1 1 acide nucleique insure dans le 
genome du vecteur viral, et dont est recherchee la 
diffusion dans la masse musculaire, comprend un 
sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
susceptible de traiter la pathologie en question, et 
plus particulierement de jouer le role dans la cellule 
musculaire du polypeptide normalement present dans une 
cellule saine, mais dont la d£ficience est due soit a 
une production anormalement faible, voire nulle, de ce 
polypeptide, soit a une erreur dans sa sequence en 
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acides amines resultant d« anomalies d'ordre genetigue 
dans sa sequence nucleotidique codante. 

Des vecteurs, selon 1' invention, utilises pour 

l.pbtention d'un medicament destine au traitement de 
la dystrophie musculaire, sent plus particulierement 
caracterises en ce que 1' acide nucleique d' insertion 
est constitue de tout ou partie d'un gene sain de la 
dystrophine. L' introduction du gene entier de la 
dystrophins ou encore de toute partie de ce gene 
codant pour un polypeptide conservant une activite 
comparable a celle de la proteine entiere, peut etre 
realisee suivant une methode identigue a celle decrite 
ci-apres pour 1 * introduction du gene de la p- 

galactosidase . 

A titre d'exemple de pa«iologies autres que les 
pathologies musculaires, susceptibles d'etre traitees 
dans le cadre de la presente invention, on peut citer 
les thromboses a l'origine des infarctus ou encore des 
phlebites. 

Des vecteurs selon 1» invention utilises pour 
l'obtention d'un medicament destine au traitement des 
thromboses et a la prevention des infarctus et des 
phlebites, sont plus particulierement caracterises en 
ce que 1 • acide nucleique d' insertion comprend une 
sequence nucleotidique codant pour une substance 
thrombolytique. Cette derniere sequence est 

avantageusement precedee d'une sequence signal codant 
pour un peptide, signal assurant la secretion de la 
substance thrombolytique hors de la cellule 
musculaire. 

L" invention vise egalement tout vecteur 
recombinant caracterise en ce qu'il est constitue du 
genome defectif d'un adenovirus, comprenant neanmoins 
1' ensemble de celles des sequences essentielles 
necessaires a l'encapsidation de cet adenovirus, et 
dans lequel est insere un acide nucleique recombinant 
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dont est recherchee la diffusion dans la masse 
musculaire, cet acide nuclei que etant place sous le 
controle d'un promoteur susceptible d'etre reconnu par 
les polymerases des cellules musculaires, notamment le 
promoteur fort de la region precoce E1A du genome des 
adenovirus. 

Un vecteur recombinant prefere de l 1 invention est 
caractdrise en ce que cet acide nucleique recombinant 
est cohstitue de tout ou partie du gene de la 
dystrophine. 

L 1 invention conceme egalement des compositions 
pharmaceutigues comprenant un ou plusieurs vecteurs 
recombinants tels que decrits ci-dessus, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

L 1 invention a egalement pour objet un procede 
d'obtention des vecteurs recombinants decrits ci- 
dessus qui comprend apres l'etape de construction 
proprement dite de ces vecteurs par introduction de 
l 1 acide nucleique d' insertion dans leur genome, une 
etape de transformation de lignees cellulaires 
trans f ormables d ■ eucary otes super ieurs ( notamment 
d'origine humaine ou animale) comportant elles-memes 
une sequence distincte de nucleotides apte a 
complementer la partie du genome de l 1 adenovirus 
essentielle pour la replication de ce dernier et dont 
le susdit vecteur est depourvu, ladite sequence 
distincte 6tant de preference incorporee au genome des 
cellules de ladite lignee cellulaire. 

A titre d'exemple prefere de telles lignees 
cellulaires, on mentionnera la lignee 293, lignee de 
rein embryonnaire humain qui contient, integres dans 
son genome, les onze premiers pourcents de l^xtremite 
gauche du genome d'un Ad5. Ceux-ci permettent de 
complementer des virus recombinants defectifs qui 
portent des delations de cette region. Un tel procede 
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d'obtention est plus particulierement decrit dans la 
demande de brevet europeen n* 0 185 573 du 20/11/85. 

Apres transformation de ces lignees cellulaires, 
les vecteurs qui se sont ainsi multiplies sont 
recuperes et purifies. 

La presente invention sera plus particulierement 
illustree a 1 • aide de la description detaillee qui 
suit de la construction d' adenovirus vecteurs 
recombinants comportant le gene codant pour la p- 
galactosidase, et des proprietes de cet adenovirus 
vecteur. 

1. Construction de 1 ' adenovirus recombinant, Ad- 
RSV-pgal, par recombinaison in vivo . 

Cet adenovirus recombinant a ete construit par 
recombinaison homologue entre un plasmide approprie et 
le genome de 1 ' adenovirus de type 5 (Ad5) . Dans cette 
construction, le gene de la 0-galactosidase est place 
sous le controle du promoteur RSV (Rous Sarcoma 
Virus) . Le plasmide pAdRSVpgal utilise contient le 
segment PvuII de l'extremite gauche de l«Ad5 (segment 
situe entre les positions 0 et 1,3 du plasmide sur la 
figure 1) comprenant la repetition terminale 
intervertie, l'origine de replication, des signaux 
d'encapsidation, et 1 ' amplif icateur Ela. Ce fragment 
est suivi par un gene nlslacZ (decrit dans Bonnerot, 
C. et al., Proc. natn. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 
6795-6799) codant pour la /5-galactosidase, et par un 
fragment de 1' adenovirus Ad5 situe entre les positions 
9,4 et 17 du plasmide de la figure 1. 

Les valeurs des positions 1,3, 9,4 et 17 
indiquees ci-dessus sont des unites indiquant le 
nombre de paires de base comprises a l»interieur de 
ces fragments, une unite representant 360 paires de 
base. 

La sequence d'Ad5 situee entre les positions 9,4 
et 17 sus-mentionnees permet la recombinaison avec 
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r 1 adenovirus dl324 traitd par 1* enzyme de restriction 
Clal (correspondant a un mutant de deletion E3; la 
delation etant effectuee entre les positions 78,4 et 
84,3 du genome de 1 1 adenovirus represents sur la 
figure 1) , apres transfection de cellules 293 
(cellules embryonnaires humaines de rein trans f ormees 
par l v adenovirus et mentionnees ci-dessus) afin de 
generer le vecteur recombinant Ad-RSV-£gal. Le gene 
nlslacZ est controle par le promoteur RSV LTR et 
possede le signal de polyadenylation du virus SV40. 
Le virus recombinant ainsi obtenu est incapable de se 
rdpliguer en raison de la deletion des genes El. 

2. Etude du transfert du gene par 1 ' intermediaire 
de l v adenovirus aux organes de souris. 

Des souris Balb/C agees de 4 jours ont subi une 
injection intra -veineuse de 20-40 microlitres 
d* adenovirus recombinants hautement purifies, Ad-HSV- 
^gal (10 9 unites formant des plages : UFP/ml) les 
organes ont ete pre 1 eves 15 jours apres injection et 
traites avec du paraformaldehyde 4% dans un tampon 
phosphate pendant 30 minutes. Apres ringage les 
organes . ont ete incubes pendant une nuit a 30 *C dans 
une solution X-gal. Les organes entiers ont ensuite 
ete congeles et prepares de maniere appropriee pour 
effectuer des cryosections (de 10 micrometres 
d 1 epaisseur) , sections qui ont €te colorees a l'aide 
d*hematoxyline et d'eosine. 

La mise en evidence par coloration histochimigue 
de la maniere indiguee ci-dessus de l'activite 0- 
galactosidase sur les sections effectuees indique la 
presence dans les cellules des organes preleves du 
gene insere dans l 1 adenovirus vecteur. 

L'examen macrocospique du coeur ainsi que des 
muscles du sguelette preleves sur ces souris 
traitees, revele la grande efficacite avec laquelle a 
ete effectue ce transfert de gene apres seulement une 
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injection de 1' adenovirus recombinant. L«int6ret du 
choix de la voie intraveineuse reside dans le fait que 
le vecteur viral n« est pas concentre dans une zone 
quelconque du tissu musculaire mais au contraire qu'il 
est favorablement disperse dans 1» ensemble de la masse 
musculaire. La coloration histochimique permet 
d'estimer que le nombre de cellules transformees 
atteint dans certaines zones 50% du nombre de 
cellules musculaires presentes dans cette zone. 

L« expression de la 0-galactosidase dans le 
myocarde ainsi que dans les muscles du squelette est 
parfaitement stable. Des colorations positives ont pu 
etre observees 15 , 33 , 55 , 66 , 90 , 127 et 150 jours apres 
!• inject ion de 1' adenovirus recombinant. 

L * expression du gene semble constante en fonction du 
temps, puisgue la proportion de cellules bleues dans 
les tissus musculaires semblent a peu pres equivalente 
d'un mois a 1' autre. 

L' analyse de fibres musculaires isolees revele 
gu'une seule fibre est susceptible de presenter de 
nombreux "centres d ' express ion" . 

Des analyses par immunotransfert (Southern) 
realisees a partir du coeur d'une souris traitee ont 
permis de mettre en evidence une bande intense et 
unique correspondant a 35 Kpb indiquant que l'ADN 
viral introduit dans les cellules musculaires est 
essentiellement extrachromosomique. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de vecteurs recombinants 
d'origine yirale, non replicables, et susceptibles 
d^etre reconnus par les recepteurs de cellules 
musculaires, huinaines ou animales, infectables par ces 
virus, ces vecteurs etant en outre modifies par un 
acide nucleigue d 1 insertion contenant une sequence 
nucleotidique codant pour une sequence polypeptidique 
dont I 1 express ion dans lesdites cellules musculaires 
est recherchee, cette sequence etant sous le controle 
d'un promoteur reconnu par les polymerases de ces 
cellules, pour l'obtention d»un medicament 
admin is trable par la voie gendrale, notamment intra- 
veineuse ou intra-airterielle, et destine au traitement 
de pathologies affectant les cellules musculaires ou 
de pathologies dont la localisation dans l'organisme 
les rendent accessibles aux produits de l 1 expression 
de la sequence nucleotidique siis-mentionnee secretes 
par lesdites cellules musculaires. 

2. Utilisation de vecteurs selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que ces vecteurs 
sont choisis parmi les adenovirus def ectif s dont les 
genomes sont depourvus de sequences essentielles 
necessaires a la replication de ces adenovirus, et 
plus particulierement des transactivateurs EA et EB. 

3. Utilisation de vecteurs selon la 
revendication 1 ou la revendication 2, caracterisee en 
ce que l 1 acide nucl&ique d 1 insertion est compris dans 
un genome def ectif d 1 adenovirus comprenant neanmoins 
1 1 ensemble de celles des sequences essentielles 
necessaires a 1 "encapsidation de ces adenovirus . 

4. Utilisation de vecteurs selon l f une des 
, revendications 1 a 3, caracterisee en ce que l 1 acide 

nucleique d 1 insertion est constitue de tout ou partie 
d'un gene sain de la dystrophine. 
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5. utilisation de vecteurs selon l'une des 
revendicatiohs 1 a 4, pour l'obtention d'un medicament 
destine au traitement de la dystrophie musculaire de 
Duchenne. 

6 . utilisation de vecteurs selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 3 pour l'obtention 
de medicaments pour le traitement de malades 
cardiaques, caracterisee en ce que l'acide nucleique 
d' insertion code pour une proteine ou un polypeptide 
ayant des proprietes thrombolytiques . 

7. vecteur recombinant caracterise en ce qu'il 
est constitue du genome defectif d'un adenovirus, 
comprenant neanmoins 1' ensemble de celles des 
sequences essentielles necessaires a 1 • encapsidation 
de cet adenovirus, et dans lequel est insere un acide 
nucleique recombinant dont est recherchee la diffusion 
dans la masse cardiague, cet acide nucleique etant 
place sous le controle d'un promoteur susceptible 
d'etre reconnu par les polymerases des cellules 
musculaires, notamment le promoteur fort de la region 
precoce E1A du genome des adenovirus. 

8. Vecteur recombinant selon la revendication 
1, caracterise en ce que l'acide nucleique d' insertion 
code pour une proteine ou un polypeptide ayant des 
proprietes thrombolytiques. 

9. composition pharmaceutique comprenant un 
vecteur recombinant selon la revendication 7 ou la 
revendication 8, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 
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